BUNECNA BIOLOGIE

Ribozom - toémana proteiny

Komplex, v némz se setkdvaji dva svéty

MARIAN
NOVOTNY

Jednim ze zdkladnich bunéénych procesti je
translace. Pfi translaci, jak ndzev napovida,
je informace zapsana v poradi nukleotidd
mRNA piekladana do sekvence aminokyslin
proteinti. Hlavni tovarnou na vyrobu pro-
teinti jsou u prokaryot i eukaryot ribozomy.
Proteiny v burikach obstaravaji vétsinu préce,
a proto se jejich vzniku vénovala vzdy velka
pozornost. Stranou neztstala ani komise pro
udélovani Nobelovy ceny, za translaci jich
udélila hned nékolik. Jednu z nich obdrzeli
v roce 1968 Robert Holley, Gobind Khora-
na a Marshall Nirenberg za rozlusténi gene-
tického kédu. Dalsi, spojenou s ribozomem,
dostali v roce 1974 Albert Claude, Christian
de Duve a George E. Palade za rozvoj elek-
tronové mikroskopie a ultracentrifugac¢nich
technik.!

Roku 2009 obdrzeli Nobelovu cenu za che-
mii Ada E. Yonathova, Venkatraman Rama-
krishnan a Thomas A. Steitz za své ,studie
struktury a funkce ribozomu“ (viz zivoto-
pisny ramecek). Odpovédéli na otazky: Jak
ziskat strukturu velkého nesymetrického
makromolekularniho komplexu? Jak dosa-
huje ribozom své spolehlivosti pfi ptekladu
mRNA do proteinu? Jak vznika peptidicka
vazba (je jeji tvorba katalyzovana proteinem,
nebo RNA)?

1. Struktury ribozomu odhaluji, pro¢ mazou nékteré tRNA vazat vice nez jeden
kodon. Spravnost parovani bazi na pozici 1 (A) a pozici 2 (B) kodonu je kontrolo-
vana za pomoci efektivniho parovani nukleotidd kodonu a antikodonu, ale také
za pomoci nukleotidii 16S RNA, které zajistuji spravnou geometrii vazby vytva-
renim vodikovych miustku a kontaktem Van der Wallsovych povrchii s kodonem
a antikodonem. Parovani na pozici 3 (C) kodonu je v§ak z hlediska geometrie vaz-
by kontrolovano méné prisné (chybéji nukleotidy, které by vazaly jak kodon, tak
antikodon), a proto je na tfeti pozici ¢asto tolerovano vice nukleotidii. Vétsina
organismti nema 64 tRNA a bez tolerovani vice nukleotidli na 3. pozici by nebyly
schopny zajistit translaci. Obrazek © Marian Novotny; vytvorfeno programem
Pymol na zakladé struktury 11BM.

Cesta za strukturou

Skupiny Yonathové, Ramakrishnana i Steitze
ziskaly nezavisle na sob¢ trojrozmérné struk-
tury malé a velké podjednotky prokaryotické-
ho ribozomu s presnosti, ktera umoznovala
urcit polohu valné vétsiny atomt celé podjed-
notky (s vyjimkou vodikovych atomi).
Struktury malé i velké podjednotky byly
urceny rentgenovou krystalografii. Nutnou
a casto obtizné splnitelnou podminkou pro
pouziti rentgenové krystalografie je ziskani
krystalu slouceniny, proteinu ¢i komplexu
proteinti, které chceme studovat. Krystal si
lze pfedstavit jako naprosto pravidelné, cas-
to symetrické uspofddani az tisicti miliard
molekul. Podminky, za kterych latky krysta-
lizuji, nejsou dosud podrobné objasnény, ale
obecné lze fici, ze ¢im je latka mensi a jed-
nodussi, tim snaze krystalizuje (vSichni zna-
me z kuchyné krystaly jedlé soli). Naopak
¢im je vétsi (a v pfipadé komplext i nesy-
metri¢téjsi), tim obtiznéjsi je pripravit z ni
krystaly. Strukturni biologové sice uz od
sedmdesatych let urcuji struktury virovych
kapsid, které jsou ¢asto mnohonasobné vét-
§i nez ribozom, ale virové kapsidy se skladaji
obvykle jen z nékolika malo ¢asto se opakuji-
cich proteini s velkou vnitini symetrii. Ribo-
zom je naproti tomu slozen ze dvou pod-
jednotek. Mala podjednotka ribozomu ma
molekulovou hmotnost okolo 800 000 dal-
tonll (to se rovnd hmotnosti 66 666 atomu
uhliku) a skldda se z 20 proteinii a z mole-
kuly RNA dlouhé asi 1600 nukleotidt (16S
RNA). Velka podjednotka ribozomu ma veli-
kost asi 1 500 000 daltont a sklada se z 33
proteind a dvou molekul RNA. Vétsi mole-
kula RNA (23S RNA) je dlouha okolo 2900
nukleotidt a ta mensi (5S RNA) asi 120 nuk-
leotidti. Jde o komplexy tak velké, ze k jejich
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ADAE. YONATHOVA

(Weizmann Institute of Science, Izrael)

*22. 6. 1939 v Jeruzalémé. Jeji rodice se tam pristéhova-
li z Polska. V détstvi neméla zadné vlastni knizky. Jako
stiredoskolska studentka (Tichon Chadas v Tel Avivu) si
privydélavala doucovanim. Vzorem ji byla Marie Curie-
Sklodowska. Po maturité studovala Hebrejskou univer-
zitu v Jeruzalémé, kde ziskala titul bakalare z chemie
(1962) a titul magistra z biochemie (1964). V roce 1968

obdrzela Ph.D. z rentgenové krystalografie ve Weizman- |

nové ustavu v Rechovotu. Mj. spolupracovala s NASA pri
vyzkumech ve vesmiru.

VENKATRAMAN RAMAKRISHNAN

(MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge,
Velka Britdnie)

*1952 v Cidambaramu v jihoindickém staté Tamilnadu.
Ma americké obcanstvi. Doktorandské studium v oboru
fyzika absolvoval na Ohijské univerzité v USA (1976). Je
vedoucim védeckym pracovnikem ve vyzkumné labora-
tori molekularni biologie na Cambridgeské univerzité ve
Velké Britanii.

THOMAS A. STEITZ

(Yaleova univerzita, New Haven, CT, USA)

= *1940 v Milwaukee. V roce 1966 ziskal doktorsky titul

v oboru molekularni biologie a biochemie na Harvardové
univerzité. Pisobi na Yaleové univerzité v New Havenu
a v taméjsim Lékarském institutu Howarda Hughese.

popisu prestal stacit standardni format pro
popis a ukladani do databéaze struktur mak-
romolekul - proteinové databanky. Tento
format se s uspéchem pouzival 30 let, ale
jeho tvtrci nepocitali s tim, ze mize byt kdy
urcena struktura, ktera ma vice nez 100 000
atomi. Proto musi byt v databazi struktu-
ry ribozomi formalné rozdéleny do nékoli-
ka substruktur, aby mohly byt popsany stan-
dardnim forméatem. O symetrii nemtize byt
v ptipadé ribozomu ani feci.

Pokusy o krystalizaci ribozomu

Na zacitku osmdesatych let, kdy Ada Yo-
nathovd zacinala s pokusy o krystalizaci
ribozomu, byla jednou z méla lidi, ktef{ véfi-
li, ze vlibec ptijde krystaly ribozomu (difrak-
tujici do vysokého rozlisenf) pfipravit. Jed-
nim ze zasadnich prispévkt Ady Yonathové
bylo pouziti ribozomit bakterii z extrémné
teplych prament (Geobacillus stearothermo-
philus) a Mrtvého mote (Haloarcula maris-
mortui). Podobné bakterie sehraly pfiblizné
v téze dobé zasadni roli pti vyndlezu poly-
merazové fetézové reakce (PCR). Jde pfi-
nejmen$im o druhy pfipad, kdy studium
zdéanlivé obskurnich organismi vedlo k obje-
vu ocenénému Nobelovou cenou. Yonathova
ocekavala, Ze tyto bakterie budou mit stabil-
néjsi ribozomy nez bakterie bézné studova-
né (jako E. coli) a ze poskytnou vétsi Sanci
ziskat krystal. Jeji ocekavani se potvrdila, uz
v poloviné osmdesatych let ziskala krystaly
s rozli§enim okolo 64, ty viak nestaéily k zis-
kani informace o poloze jednotlivych ato-
mu. Jesté vétsi presnosti dosahla Yonathova

Mgr. Marian Novotny, PhD., (*1979) vystudoval biologii na
Piirodovédecké fakulté UK, doktorat ziskal ve Svédsku na
Uppsalské univerzité. Pul roku piisobil téz v Evropském bioinfor-
matickém institutu. Nyni se na PfF UK v Praze zabyva strukturni
bioinformatikou, zejména hodnocenim kvality proteinovych struk-
tur a jejich souvislosti s funkei proteinu.

dal$im vylepSovanim purifikace a krystali-
zace a hlavné zmrazenim vzniklych krysta-
1t v tekutém dusiku. Zmrazené krystaly maji
totiz vétsi trvanlivost v paprsku rentgenové-
ho zafeni, coz usnadnuje sbér dat a snizu-
je pozadavky na mnozstvi materialu. Data
z jednoho zmrazeného krystalu mohla byt
sbirana i Sest dni.

Dal$im vyznamnym pfispévkem k ziska-
ni struktury ribozomu byl i vynédlez CCD?
detektorti, urychlujicich a zpiesnujicich sbér
dat.?

S pomoci téchto inovaci se tymu Ady Yo-
nathové povedlo v roce 1991 dospét az ke
krystalim difraktujicim na hranici atomar-
niho rozliSeni (34).

Trvalo vSak dalsich devét let, nez byly dobie
difraktujici krystaly proménény ve skutecné
struktury ribozomu. Novou vyzvou bylo na-
jit zptisob, jak se zorientovat v nepfehledném
shluku skvrn, tedy v obrazu difraktujiciho
krystalu. K feseni tohoto fazového problému
prispéli dalsi dva nositelé lonské Nobelovy
ceny. Pfedev§im vyuziti dat z kryoelektro-
nové mikroskopie vedlo v roce 2000 k urce-
ni atomarni struktury podjednotek ribozomu
vSemi tfemi skupinami nezavisle na sobé.

Na téméf dvacetileté cesté za strukturou
ribozomu zminéni laureati objevili ¢i rozvi-
nuli fadu metodik, které jsou dnes neodmys-
litelnou soucdsti urcovani struktur i mno-
hem mensich proteint.

SLOVNICEK

1) Palade byl prvni, ktery na
zacatku padesatych let pozoroval
ribozomy.

2) CCD - charge-coupled devices
(zafizeni s vazanymi naboji).

3) Shodou okolnosti byl i vynélez
téchto detektord odménén
r.2009 Nobelovou cenou (za
fyziku).

kodon - trojice nukleotidi v mRNA urcujici zarazeni jedné aminokyseliny

v proteinu

antikodon - trojice nukleotidli v tRNA vazajici se na kodon, je specificky pro

kazdy typ tRNA

mRNA - molekula predstavujici prepis genu, podle néhoz je syntetizovan pro-

tein

tRNA - transferova RNA; molekula nesouci vzdy jednu aminokyselinu do mis-
ta syntézy proteinu; kazda aminokyselina ma svou vlastni tRNA
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2. Struktura 70S ribozomu

z teplomilné bakterie Thermus
thermophilus. Zelené€ jsou zobrazeny
proteiny z velké (50S) podjednotky,
modfe proteiny malé (30S)
podjednotky a zlaté jsou molekuly
RNA. Obrazek © Marian Novotny;
vytvoreno programem Pymol na
zakladé struktur proteind 2WRN

a 2WRO.

Molekularni pravitko

Jednim z dal$ich tajemstvi z@istaval i po dese-
tiletich studia zptisob, jimz dosahuje ribozom
presnosti pii ¢teni kodonti a jejich prekladu.
K ¢teni vyuziva molekuly tRNA, které na jed-
né strané nesou aminokyselinu, na druhé stra-
né maji trojici nukleotidt (antikodon), kera se
muiiZze parovat s kodonem mRNA (viz slovni-
¢ek na pfedchozi strané). S jednim kodonem
se vSak muze efektivné parovat vice antikodo-
nti (viz obr. 1), nebot na tfeti pozici kodonu
jsou parovaci pravidla mnohem mirnéjsi nez
klasicka watson-crickovska, ktera se uplatnuji
na prvnich dvou pozicich.

Struktury uréené skupinou Venkiho Rama-
krishnana vysvétluji tento jev velice elegantné.
Specifické nukleotidy 16S RNA, konkrétné
A1492, G530 a A1493, totiz vytvareji vodiko-
vé mistky s nukleotidy kodonu i antikodonu
pouze tehdy, pokud dojde k jejich spravnému
parovani a geometrické orientaci. Nukleotidy
podjednotky 16S tvofi ,molekuldrni pravit-

Abstract: Ribosome - proteinfactory by Marian Novotny. The Nobel price in Chemistry was in 2009 awarded to three
structural biologists who significantly contributed to the understanding of translation of information carried by RNA
to proteins. Their revolutionary insights came from 3D structures of ribosomes. Ada Yonath was the first person to
acquire well-diffracting ribosome crystals, Thomas Steitz solved ribosome'’s phase problem and identified the region of
the ribosome responsible for the formation of peptide bond. Venkatraman Ramakrishnan described how is codon cor-
rectly recognized by anticodon through a ,molecular ruler” in small ribosomal subunit. Their 3D structures were also

used in designing new antibiotics.

Co vypraveéji Sumavské smrciny

Priivodce lesnimi ekosystémy Sumavy

Publikace $irokého tymu odborniki se vénuje velmi aktualni problematice
unikatnich horskych smrkovych lesti na Sumavé. Autofi popularni formou
vysvétluji moderni pohled na dynamiku horskych smrcin, priblizuji nejnovéjsi
poznatky vlastnich dlouholetych vyzkumu Sumavskych horskych ekosystému
i vysledky studii bavorskych kolegl. Popularni text je doplnén ilustracemi,
fotografiemi a odbornymi ramecky, které jsou urCeny pro ty, ktefi se chtéji
s problematikou seznamit do vétsi hloubky.

Kniha nazorné predstavuje slozity ekosystém horskych smrcin, vzajemné

dynamické souziti smrku a kdrovce, vyznam mrtvého dreva pro obnovu lesa,
vyvoj lesti na Sumavé od posledni doby ledové i historické vyuzivani sumavskych
hvozdl clovékem. Desitky grafl, mapek a fotografii nazorné dokumentuji
popisované souvislosti, dlouhodobé dUsledky tzv. kyselych destt i klimatickych
zmén, & Ucinky rdzného lesnického hospodareni na citlivé horské ekosystémy,
a zaroven uvadéji na pravou miru nékteré medialni myty.
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ko®, které ,méf{“ spravnost parovani, a zvy-
$ujf pfesnost Cteni, jez je uréena komplemen-
taritou nukleotidi kodonu a antikodonu. Na
tfeti pozici 16S RNA nic nekontroluje, a pro-
to je na ni tolerovano vice parti nez na prv-
nich dvou pozicich.

Vznik peptidické vazby

Peptidicka kovalentni vazba, kterd spojuje
dvé aminokyseliny, vznika ve velké podjed-
notce ribozomu (viz obr. 2), v oblasti zva-
né peptidyl-transferdzové centrum. Struktu-
ra podjednotky 50S ze Steitzovy laboratofe
ponékud prekvapivé ukazala, ze se v pepti-
dyl-transferdzovém centru vyskytuje pouze
23S RNA. Zddlo se tedy, Ze jednu z nejvy-
znaméjsich reakci v bunice nekatalyzuje zad-
ny protein, ale molekula RNA. Tento nélez
dale podporil predstavu, Ze na zacatku histo-
rie zivota mohla hrat RNA zdsadni roli. Moh-
la byt nejen nositelem informace, ale i kata-
lyzatorem reakci. Az pozdéjsi biochemické
a simulacni studie objasnily detailni reak-
¢ni mechanismus vzniku peptidické vazby.
Ribozom nesnizuje aktiva¢ni entalpii nutnou
pro vznik peptidické vazby, jeho prispévek je
spiSe entropicky. Peptidyl-transferazové cent-
rum je stabilizovano siti vodikovych mustkd,
pres které je transportovan proton vznikajici
po ataku aminoskupiny jedné aminokyseliny
na esterovou vazbu tRNA, védzajici druhou
aminokyselinu. Pravé tato sit vodikovych
mustkti je odpovédnd za snizeni aktivacni
energie reakce v ribozomu.

Teprve nové, pfesnéjsi struktury ze Steitzo-
vy laboratofe ukazaly, ze se na vzniku klico-
vé sité vodikovych mistkt podili nejen 23S
RNA, jak se ptvodné ptedpokladalo, ale
i molekula tRNA nesouci aminokyselinu,
molekuly vody a ribozomalni proteiny. Ribo-
zom je tedy unikatnim komplexem, kde se
setkava svét RNA se svétem proteind.

Az 50 % vSech soucasnych antibiotik ovliv-
nuje pteklad nukleovych kyselin do proteinu.
VSichni tfi leto$ni nositelé také urcili néko-
lik struktur ribozomu v komplexu s rtzny-
mi antibiotiky. Tyto struktury nejen blize
vysvétluji mechanismus, ktery prekladu bra-
ni, ale pfedev$im poskytuji nastroj pro vyvoj
novych antibiotik, jichZ je ndm s rostouci
rezistenci bakterii tfeba. Tento pfinos spolu
s rozvojem krystalografickych metod a objas-
nénim mechanismu, jimz vznika peptidicka
vazba ¢i je rozpoznavan kodon mRNA, dob-
fe ilustruji, Ze je Nobelova cena v dobrych
rukou.* V roce 2009 ji uz po tfinacté ziskali
strukturni biologové.? =

4) V roce 2007 byla udélena Nobelova cena za struktury spojené s piepisem
(transkripci), loni za struktury spojené s prekladem (translaci), a tak by se dala
ocekavat Nobelova cena za struktury objasiujici posledni ¢ast centralniho dog-
matu molekularni biologie - replikaci. Thomas Steitz je opét horkym kandida-
tem, spolu s nim je v por‘adii John Kuriyan...

5) Kazdy pibéh mé své ,vojeviidce”, ktefi se t&3i uznéni, ale taky pésaky, ktefi
odvedli kus préce, bez niz by nebylo slavy. Pravidla pro udélovani Nobelovych
cen (sdilet cenu miizou nanejvys tfi lidé) ,upfela” toto vyznamenani i nékolika
vojevidcim”. Velkou zasluhu mé napiiklad Harry Noller, jehoZ skupina jako
prvni urcila strukturu celého ribozomu, nebo Joachim Frank, jehoz snimky ribo-
zomu pofizené elektronovym mikroskopem umoznily vyresit fazovy problém
priurcovani struktur ribozomu.





